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(PCT Rule 61.2) 
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Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 



Date of mailing (day/month/year) 
08 January 2001 (08.01.01) 


, ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 




International application No. 
PCT/EP00/01913 


Applicant's or agent's file reference 
O.Z. 5444-WO 


International filing date (day/month/year) 
04 March 2000 (04.03.00) 


Priority date (day/month/year) 
28 April 1999 (28.04.99) 


Applicant 

OLES, Markus et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

21 November 2000 (21.11.00) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2, The election 



m 
□ 



was 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of W1PO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Nestor Santesso 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



VERTRAG OA DIE INTERNATIONALE Z 10MMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONAL^ VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 
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VV.'PO 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
O.Z. 5444-WO 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/01913 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uberdie Obersendung des intemationalen 
voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales AnmeldedatumfTag/MonatUa/w-j 
04/03/2000 



Internationale PatentWassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N5/00 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
28/04/1999 



Anmelder 

CREAVIS GES. FUR TECHNOLOGIE UND INNOVATION MBH 



1 ' Srh^H^TlL 0 "^ vo : la " ,i9e PrQf "ngsbericht wurde von der mil der intemationalen voriaufigen Prufung beauftraaten 
Behorde erstellt und w.rd dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. "wung Deaunragten 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H SSS^Sf " B » richt . A NLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
RpJSo Ze,chnun9en - die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder BlaSer mit Xd teser 
Behorde vorgenommenen Benchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Vervvaltungsric^ 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Prioritat 



ucy,u ^^ rewsiwiung nacn ArtiKei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatial 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung diese^S 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
21/11/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
11.09.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Petri, B 

Tel. Nr. +49 89 2399 7356 



JJ 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01913 



I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursZng icT 
bSSS^SS^ niCM beiQefm We " S ' e ^ Anderu "9 en enthalte " (^geln TO. wlnd70i7)y. 

1-14 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 " 9 eingegangen am 26/04/2001 mit Schreiben vom 25/04/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache in der 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. ^ieni 

s^s^rsis ssr in der sprache: zur verfQgun9 bzw - wurden in *~ 

D Regtf 23 C nb?r ° berSetZUng ' die fQr die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)) 

D mSSt^S^SSS^ * ^ intemati °— PrOfung eingereicht worden 

3 ' Si C a h t tliCh ^ ^ ,nt Tf l ° na]en Anmeldun 9 offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
.nternat.onale vorlauf.ge Priifung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
bequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/1PEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 91 3 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

StoSw* H<te,; ^ SOlChG Andemn9en enthalten > ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 1-9 

Ja: Anspruche keine 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche keine 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Fonmblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



K%g£a^ V S!5ff B '—~ h e„ PCT/EPOO/0,9,3 



1. 



Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Zelltragersystem zur dreidimensionalen Kultur 
von Zellen. Das Tragersystem besteht aus einzelnen Modulen, die so 
zusammengesetzt werden konnen das eine dreidimensionale netzwerkartige- oder 
gitterfdrmige Tragerstruktur entsteht, auf der die Zellen organartige dreidimensionale 
Verbande bilden konnen. Die Tragerstruktur bildet dabei ein Hohlraumsystem 
(Kapillarsystem), iiber welches das Zellkulturmedium stromt. Die Wande des 
Tragersystems sind poros, sodaB eine Versorgung der Zellen gewahrleistet ist. 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: US-A-5 510 254 (NAUGHTON B.A. ET AL.) 23. April 1996 (1996-04-23) in der 
Anmeldung erwahnt. 

D1 beschreibt ein dreidimensionales Zellkultursystem, in einem 
dreidimensionalen, schwammartigen Tragersystem, welches durch ein 
dreidimensionales Array von biokompatiblen nicht lebendigen Filamenten, und 
Zellen die Zwischenraume zwischen den Filamenten uberbrucken gebildet wird. 
Das ganze System wird von Medium umspult bzw. durch das schwammartige 
Kapillarsystem (=Kapillarnetz) durchspiilt und erlaubt ein mehrschichtiges 
gewebeartiges/organahnliches Wachstum der Zellen (Abstrakt; Claim 1 ; Spalte 
6, Linie 51-54). Ein modularer Aufbau ist nicht beschrieben. 

D2: WO 97 12960 A (ACADEMISCH ZIEKENHUIS BIJ DE UNIVERSITEIT VAN 
AMSTERDAM) 10. April 1997 (1997-04-10). 

D2 beschreibt ein Zellkultursystem mit einem dreidimensionalem Tragersystem 
in das Hohlfasem eingelassen sind (z.B. Abstrakt). Das Zellkultursystem erlaubt 
das Ausbilden von Gewebeartigen mehrlagigen Aggregaten (Fig. 13-14). Diese 
dreidimensionalen Tragersysteme (Module) konnen in Reaktoren ubereinander 
gestapelt werden, sodaB groBere dreidimensionale Objekte entstehen und 
durch die jeweiligen Platten (Halbschalen) kapillare Zwischenraume 
(=Kapillarnetz) entstehen durch die das die Zellen versorgende Medium stromt 
(Abb. 2, 4, 10, 12). 

D3: US-A-5 658 797 (BADER A.) 1 9. August 1 997 (1 997-08-1 9). 



Fonmblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



D3 beschreibt gestapelte "culture slides" (Module) mit kaplllaren 
Zwischenraumen die ein zwischen jeweiligen Platten (Halbschalen) die ein 
Kapillarsystem (=Kapillarnetz) bilden, durch welches die Zellen mit Medium 
versorgt werden (Abb. 1,2, 4) und in organahnlichen Verbanden (Spalte 3, Ze 
12-40) wachsen. 

D4: US-A-5 605 835 (HU W. ET AL.) 25. Februar 1997 (1997-02-25) 

D4 beschreibt ein dreidimensionales Zellkultursystem, in dem Module, 
bestehend aus einer Zellkammer in der Zellen in einer biokompatiblen 
dreidimensionalen Matrix wachsen, welche durch permeablen Membranen von 
Medienkammem (also aus Halbschalen aufgebaut), welche ein Kapillarsystem 
(=Kapillarnetz) bilden in denen Zellkulturmedium strdmt, getrennt ist, Diese aus 
Halbschalen aufgebauten Segmente werden gestapelt in Bioreaktoren zu 
groBeren dreidimensionalen Objekten zusammengefaGt (Abstakt, Abb. 1, Abb.. 
5). 

Zu Punkt I 

Grundlage des Berichts 

Die nach Artikel 19(1) PCT beim Intemationalen Btiro eingereichten Anderungen sind 
unterArtikel 19(2) PCT gewahrbar. 

Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



3. 



Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung vorgeschlagene Losung kann aus 
folgenden Grunden nicht als neu betrachtet werden (Artikel 33(2) PCT): 

Die Obwohl die spezifischen Ausfiihrungsbeispiele der vorligenden Anmeldung 
(siehe Abb. 1-5) vom oben genannten verfugbaren Stand der Technik abgegrenzt zu 
sein scheinen, und auch vorteilhafte Eigenschaften wie hohe Flexibility 
dreidimensionales Wachstum, und gute Vaskularisierung plausibel sind, so spiegelt 



Foimblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



IStoS^aST PCT/EP00/0 1913 

sich dieses dennoch in den formulierten Anspriichen nicht wieder. 

Die technischen Merkmale wie "Zelltragersystem aus modular geformten Segmenten 
aufgebaut aus Halbschalen, zu groBeren 3D Objekten zusammensteckbar und ein 
kunstliches Kapillarnetz bildend, welches eine nahezu natiirliche Vaskularisierung 
ermoglicht" charakterisieren auch den Stand der Technik (D2-D4). Die Anspruche 1-3 
und 8-9, in der gegenwartigen Form, schlieBen somit den Stand der Technik mit ein 
Dieser umfaBt allgemein Zelltragersysteme aus porosen (= mit Poren, durchlassig, 
permeabel) Materialien, welche ein dreidimensionales Wachstum der Zellen 
erlauben, die aus standardisierten Einheiten (= modulare Segmente) bestehen, bei 
denen durch Kombination der Elemente Kapillaren (=Kapillarnetz) entstehen, durch 
welche das Medium die Zellen versorgt (vaskularisiert) (siehe D2-D4 unter Punkt 2). 

Zu diskutieren, inwieweit die Merkmale der abhangigen Anspruche 4-7 alleine 
Neuheit und Erfinderische Tatigkeit begrtinden konnten scheint bei der jetzigen Form 
der ubergeordneten Anspruche nicht angemessen. Zumal Merkmale wie PorengroBe 
und Abstand zwischen den Modulen nur innerhalb des gesamt Konzepts ihre 
vorteilhaften Eigenschaften entfalten. Fur sich genommen und/oder im 
Zusammenhang mit den Merkmalen der Bioreaktoren aus D2-D4 scheinen sie kaum 
einen Beitrag zu liefern. Zudem scheinen die spezifizierten Porenabstande und 
GroBen auch durch die Verwendung von handelsublichen Zellkultursubstraten / 
Membranen vorweggenommen zu sein. 



Formblatt PCT/BeiblatV409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



26-04-2001 DO 09:06 FAX 00492365482555 DEGUSSA MARL, lMt » cr& But* 

v _ , EP 00000191 

O.Z. S444 



Patcotansprfiche: 

1 . Zelltragersystem aus porosen Materi alien, 
dadurch gekennzeichnet, 
5 dass das ZeUtragersystem aus modular geformten Segmenten besteht, die ganz oder 
teilweise aus Halbschalen aufgcbaut sind und die zu grofieren dreidimensionaJen 
Objekten zusammengesteckt werden, wodurch ein kunstliches Kapillarnetz entsteht, das 
eine nahezu nariirliche Vaskularisierung der Zellen ermoglicht 

10 2. Zelltragersystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass je zwei modular gefonnte Segmente durch Kombination der HalbschaJen ein 
Kapilarsystem bilden. 

15 3. Zelltragersystem nach Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Halbschale eines modular geformten Segments durch Kombination einer 
semipermeablen Membrane ein Kapillarsystem bildet. 

20 4. Zelltragersystem nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichent, 

dass die modular geformten Segmente Poren mix einem mittleren Durchmesser von 0,5 
bis 5 urn aufweisen. 

25 5. Zelltragersystem nach einem der Ansprfiche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die modular geformten Segmente Poren mit einem mittleren Abstand von 1 bis 
1 0 um aufweisen. 



6. Zelltragersystem nach einem der AnsprQche 1 bis 5 



GEAENDERTES BLATT 



26-04-2001 ) 09:07 FAA UU4»i JOO-io^aao — . 

* ~ . ^ EP 00000191 

O.Z.5444 ~ 



dadurch gekennzeichnet, 



dass die modular gefonnten Segmente Abstandhaher mil einer Hahe von 20 bis 200 jun 
aufweisen. 



5 7. ZeUtrtgersystem nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Abstandhalter hoM sind und fir einen Flflssigkeitstranspoxt geeignet sind. 

8. Verwendung der ZeUtragersysteme gemSB einem der AnsprOche I bis 7 zur Hcrsteliung 
)0 dreidimensionaler Zellgewebe. 



9. Verwendung der ZclhrSgersysteme gemfiB einem der AnsprQche 1 bis 7 fur Bioreaktoren. 
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Modulare Zelltragersvsteme fur dreidimensionales Zellwachstum 

Die vorliegende Erfindung betriflft kiinstliche Zelltragersysteme fur ein dreidimensionales 
Zellwachstum und deren Verwendung. 



Die Kultivierung von tierischen, humanen und im zunehmenden MaBe auch pflanzlichen Zellen 
wird heute fur eine Vielzahl von Aufgaben eingesetzt Hierzu zahlen neben wissenschaftlichen 
Zwecken und pharmakologischen Untersuchungen auch zunehmend biotechnische 
Anwendungen wie die Produktion von Antikorpern und Pharmazeutika. All diesen 
10 Anwendungen liegt ein zweidimensionales Wachstumsverhalten der Zellen zugrunde, da mit 
den meisten Zellkultur-Techniken nur eine Zellschicht (Monolayer) gezuchtet werden kann. 

Wahrend der seriellen Subkultivierung von Zellen oder Primarkulturen wird haufig eine 
Veranderung in der Genexpression festgestellt. Dies gilt auch fur viele immortalisierte 

15 Zellinien, die haufig nur noch einen Bruchteil ihrer ursprunglichen Differenzierung zeigen. 
Neben der genetischen Instability gibt es weitere Ursachen fur diese Differenzierung in vitro. 
Im naturlichen Gewebeverband (in vivo) wachsen die Zellen in einer raumlich hoch 
strukturierten Umgebung. Hierdurch ergeben sich andere Zell-Interaktionen, die eine vollig 
andere Zellaktivitat und Proliferation zur Folge haben. Ein weiteres, sehr wichtiges Merkmal 

20 des naturlichen Gewebeverbandes ist die Vaskularisierung. Es handelt sich hierbei um ein 
dichtes Netz von Blutgefaflen (Kapillaren und Venolen) mit denen die Versorgung der Zellen 
mit Wachstumsfaktoren und Sauerstoff sichergestellt wird. 

Diese Erkenntnis hat zu verfeinerten Zellkulturtechniken gefuhrt, die naher an der naturlichen 
25 Umgebung (in vivo) orientiert sind und die extrazellulare Matrix (ECM) mit in das in vitro 
System einbeziehen. 



In-vitro-Zellkulturen wachsen haufig nur zweidimensional (Monolayer). Ein mehrlagiges 
Wachstum ist nicht nur zum Aufbau von dickeren Schichten erwunscht, sondern auch, um 
30 einen funktionsfahigen Zellverband wie z.B. ein Organ zu erhalten. Zellverbande weisen neben 
einer hohen Zelldichte Interaktionen zwischen den Zellen oder anderen Geweben auf Diese 
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Bisher konnten mit diesen Konzepten keine fiinktionellen Gewebe- oder Organ verb ande 
geziichtet werden. Bei Verwendungszwecken, die einen hoheren DifFerenzierungsgrad und 
dickere Zellschichten erforderten, wie beispielsweise Bindegewebe oder kiinstliche Organe, 
versagten diese Techniken. Ein Grund daflir ist die nicht zu gewahrleistende Versorgung dicker 



5 Zellschichten mit Nahrmedien und SauerstofF, wie es in vivo durch eine Vaskularisierung des 
Gewebes sichergestellt wird. Eine Versorgung der Zellen liber interzellulare Wege mit 
Sauerstoff und NahrstofFen ist nur liber wenige Zellen bzw. Zellschichten moglich. 

Der Einsatz von semipermeablen Membranen schaffte hier zum Teil Abhilfe. Ein System, das 
10 den Einsatz von Polymervliesen als Tragersystem in Verbindung mit einer Perfiisionskammer 
nutzt, wird beispielsweise von M. Sittinger et al. in "The International Journal of Artificial 
Organs" 1997, Vol.20 No.l, S. 57-62 beschrieben. Auf groBen Vlies-Flachen werden hier 
Knorpel im ersten Schritt zu einem moglichst konfluenten Monolayer geziichtet. Danach 
werden die Zellen in ein Perfiisionskultursystem eingebracht. In diesen Kammern konnen 
15 Knorpelzellen gut wachsen, da hier ein fur diesen Gewebetyp ausreichender Austausch von 
NahrstofFen und Abfallprodukten gewahrleistet ist. Die Grenzen dieser Technik sind aber auch 
nach wenigen Zellschichten erreicht, so daB Gewebearten, die eine intensive Versorgung mit 
NahrstofFen und SauerstofFbenotigen, hiermit nicht geziichtet werden konnen. 

20 Durch geeignetes tibereinanderschichten einzelner Membranen kann ebenfalls eine annahernd 
dreidimensionale Struktur geschafFen werden. Der Nachteil dieser Struktur ist aber, das sie 
nicht selbst tragend ist, schlecht bzw. nur bis zu einer kleinen Hohe stapelbar und die 
NahrstofFversorgung durch die auFeinander liegenden Membranbahnen schwierig zu 
kontrollieren ist. 



Weiterhin stehen die einzelnen Zellschichten nicht miteinander in Kontakt, es liegen somit 



auFeinander gestapelte zweidimensionale Schichten und keine dreidimensionale Struktur vor. 

J. C. Hager et al. beschreiben in J. Natl. Cancer Inst., 69, 6 (1982) ein System von geordneten 
30 Biindeln aus HohlFasern zur Ziichtung von Tumorzellen. Diese Fasern dienen als Oberflache 
fur die Zelladhasion und, iiber Poren in den Fasern, als Versorgungsweg fur die Bereitstellung 
von NahrstofFen und SauerstofF. Mit ihnen kann ein dreidimensionales Zellwachstum erreicht 
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Die Porositat der modular geformten Segmente kann gezielt an den venvendeten Zelltyp 
angepaBt werden. Die modular geformten Segmente kdnnen je nach Zelltyp Poren mit einem 
mittleren Durchmesser von 0,5 bis 5 \im aufweisen. Die Verteilung der Poren wird vorteilhaft 
so gewahlt, daB zwischen einer und drei Poren pro angewachsener Zelle fur die Versorgung 
der Zellen bereitstehen, d.h. die Segmente besitzen vorteilhaft Poren mit einem mittleren 
Abstand von 1 bis 10 \xm. Die Segmente der Zelltrager besitzen ganz oder teilweise eine 
porose Struktur, wobei ein gezieltes Zellwachstum vorzugsweise nur an den porosen Stellen 
der Segmente erfolgt. 

10 Die nicht-porosen Stellen der Segmente konnen durch das hier verminderte Zellwachstum fur 
Befestigungszwecke o. a. eingesetzt werden. 

Das auf den erfindungsgemaBen Zelltragersystemen geziichtete Zellgewebe ist aufgrund der 
hervorragenden Vaskularisierung in vitro und in vivo proliferationsfahig. Durch die modulare 
15 Form der Segmente konnen Zelltragersysteme mit nahezu beliebiger Form und Komplexitat 
aufgebaut werden. Die optionale Verbindung zwischen zwei oder mehreren Segmenten 
ermbglicht die Zuchtung von praktisch beliebig groBen, zusammenhangenden Zell- und 
Gewebekulturen. 

20 Zelltragersysteme gemaB der vorliegenden Erfindung ermoglichen den Aufbau von 
dreidimensionalen Zellgeweben, in dem alle Zellen uber eine porose und damit 
mikrostrukturierte Oberflache mit Nahrlosung und Sauerstoff versorgt werden konnen. 

Die Versorgung der Zellen auf den erfindungsgemaBen Zelltragersystemen erfolgt uber ein 
25 Kapillarsystem, das durch Kombination der Halbschalen je zwei modular geformter Systeme 
gebildet werden kann. Die Segmente konnen in einer Weise kombiniert werden, daB aus den 
beiden Halbschalen ein geschlossener Hohlkorper, d.h. ein Kapillarsystem entsteht. Die 
Kombination von zwei Segmenten kann durch entsprechende Haltestifte vereinfacht werden. 
Die Kapillaren weisen bevorzugt einen Duchmesser von 20-70 jam auf. 

30 
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modular geformten Segmente weisen bevorzugt Abstandhalter mit einer Hohe von 20 bis 200 
jim auf. Sofern die Abstandhalter hohl und fur einen Fliissigkeitstransport geeignet sind, kann 
so die Nahrlosung durch das gesamte System gefiihrt werden. 

5 Die modulare Ausfuhrung der Segmente bewirkt ein Minikry der natiirlichen Umgebung der 
Zellen, so daB eine Proliferation, Differenzierung oder die Ausfuhrung der physiologischen 
Funktionen der Zellen so lange erfolgt, wie die Zellen mit Nahrlosung durch das porose 
Material versorgt werden konnen. Diese Versorgung erfolgt in der Regel uber 2 bis 20 
Zellschichten, wobei die Anzahl der versorgten Zellschichten stark vom Stoffwechsel der 
10 Zellen abhangt. Leber- und Nierenzellen mlissen auf Zelltragersystemen mit kleinen Abstanden 
(20-40 |_im) geziichtet werden, da sie auch im Korper eine hohe Blut versorgung bendtigen. Der 
Abstand der Zelltragersysteme bei Fibroblasten und Knorpelzellen kann dagegen sehr groB, bis 
zu 200 jam, sein. 

Die einzelnen Segmente konnen mittels der Mikrosystemtechnik hergestellt werden. Ein 
geeignetes Verfahren ist beispielsweise das LIGA-Verfahren, einem Strukturierungsverfahren, 
das auf Grundprozessen der Rontgen-LIthographie, Galvanik und Abformung beruht. Mit den 
durch LIGA-Technik hergestellten Formeinsatzen konnen dann im SpritzguB, 
ReaktionsharzguB oder durch Prageverfahren beliebig viele Kopien aus diversen Kunststoffen 
mit hoher Detailtreue und mit relativ geringen Kosten hergestellt werden. Die Poren konnen 
durch geeignete Dornfortsatze an den Formeinsatzen in das Material eingebracht werden. 

Fig. 2 zeigt beispielhaft den Aufbau eines erfindungsgemaBen Zelltragers aus zwei Segmenten. 
Ein Segment besteht aus einem zentralen Versorgungsrohr, von dem senkrecht, in periodisch 
25 sich wiederholenden Abstanden, Abzweigungen abgehen. Diese Abzweigungen bilden ein 
Kapillarsystem. Die Oberflache der Segmente sind mit kleinen Poren versehen, die abhangig 
vom verwendeten Zelltyp einen Durchmesser von 0,5-5 p,m besitzen. Die Poren besitzen einen 
mittleren Abstand von 1 bis 10 |nm; der Abstand der Abzweigungen zueinander (LI) kann dem 
Zelltyp angepaBt zwischen 20 und 200 jim betragen. 

30 

Durch das zentrale Versorgungsrohr wird das Nahrmedium aktiv oder passiv durch ein 
entsprechendes Gefalle gepumpt. Die Verteilung des Nahrmediums und der Atemgase zum 
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erweitert, urn auch hier eine Zellschicht anwachsen zu lassen. Das sukkzessive Vorgehen hat 
den Vorteil, das durch unterschiedliche Abstande der Segmente bzw. der Tragerschichten auch 
eine unterschiedliche Differenzierung eines Zelltyps erzwungen werden kann. Die 
unterschiedliche Differenzierung eines Zelltyps ist z. B. bei Hautzellen von Bedeutung. In der 
5 Praxis haben sich Segmentabstande von 3-6 Zellagen bewahrt. 

Die erfindungsgemaBen Zelltrager ermoglichen eine gute Versorgung der Zellen mit 
Nahrstoffen. Dies kann durch eine Verastelung der Segmente erreicht werden. Fig. 4 a bis e 
zeigt eine beispielhafte Ausflihrung eines solchen Systems, basierend auf einer Wabenstruktur. 
10 In dieses System wird durch einen Zulauf Nahrmedium gepumpt. Uber den AbfluB kann das 
Medium ablaufen und wieder dem Kreislauf zugefuhrt werden oder zur 
Weiterverarbeitung/Entsorgung gesammelt werden. Die Oberflache der Segmente ist mit 
kleinen Poren mit GroBe und Verteilung wie bereits beschrieben, versehen. Durch Kombination 
der Segmente entsteht auch bei dieser Ausflihrungsvariante ein klinstliches Kapillarnetz. 

15 

Der Durchmesser der einzelnen Waben („Schlusselweite") ist abhangig vom verwendeten 
Zelltyp und kann zwischen 70 und 180 jam betragen. Um eine optimale Versorgung der Zellen 
sicherzustellen, kann der nachste wabenformige Zelltrager um 90 Grad (Fig. 4 c) gedreht uber 
den vorhergehenden Zelltrager gestapelt werden. 

20 

Wie bei der leiterformigen Struktur beschrieben, kann auch mit wabenfbrmigen Segmenten 
eine dreidimensionale Zellkultur aufgebaut werden. Auch hier ermoglichen entsprechend 
ausgefiihrte Steckverbindungen zwischen den Waben ein schichtubergreifendes Zellwachstum 
(Fig. 4 e). 

25 

Die wabenfbrmigen Zelltrager sind, wie in Fig. 1 skizziert, aus zwei fest miteinander 
verbundenen Halbschalen oder einer Halbschale und einer Membrane aufgebaut. 

Die erfindungsgemaBen Zelltrager kbnnen auch aus eher flachigen Segmenten aufgebaut 
30 werden. Fig. 5 zeigt schematisch den Aufbau eines solchen Zelltragers in einer 
pyramidenfbrmigen Ausfiihrung in der Auf- (Fig. 5 a) und Seitenansicht (Fig. 5 b und c). Die 
Segmente sind in parallel gefiihrten Reihen periodisch angeordnet (Fig. 5 c und d). Zwischen 
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Alternativ zu den aus zwei Halbschalen aufgebauten Zelltragersystemen konnen diese auch 
durch Kombination einer Halbschale eines modular geformten Segments mit einer 
semipermeablen Membrane unter Aufbau eines Kapillarsystems gebildet werden. Hierbei vvird 
auf der Riickseite eines Segments eine permeable Membrane gespannt. Durch geeignete 
5 Atzverfahren konnen die uberstehenden Membranteile entfernt werden. Diese Technik hat den 
Vorteil, daB nicht zwei Segmente passgenau zusammengesetzt werden rmissen. Semipermeable 
Membran wie Gorotex, Simpatex oder keramische Membranen sind hierfur geeignet. Als 
bevorzugtes Atzverfahren hat sich Plasmaatzen erwiesen. Es handelt sich hierbei um eine 
Trockenatzvariante, die bei der Herstellung von Strukturen im pm-Bereich genutzt wird. Nach 

10 dem Aufbringen durch PhaseninversionsprozeB der Membrane auf die Riickseite eines 
Segmentes werden in einem Plasmareaktor mit Plasmagasen wie F2, Cl 2 , CF 3 7F, CCbVCl und 
0 2 die uberstehenden Membranteile weggeatzt. Auch diese Ausftihrungsform der vorliegenden 
Erfmdung erzeugt letztendlich geschlossene Hohlraume bzw. Kapillare. Die PorengroBe und 
Verteilung der Membranen entspricht denen der Segmente mit einem mittleren Abstand von 1 

15 bis 10 |im und einem mittleren Durchmesser von 0,5 bis 5 (am. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der 
dreidimensionalen Zelltragersysteme fur Bioreaktoren und zur Kultivierung von 
eukaryontischen oder organischen Stammzellen. 



Wichtige Stammzellen sind Heptozyten, Nierenzellen, Endothelzellen, Epithelzellen oder 
Myozyten. 

In der Biotechnologie werden zur Produktion von Hormonen, Cytokinen und anderen 
25 gentechnisch herstellbaren Arzneimitteln Zellkulturen verwendet, deren Erbgut so verandert 
wurde, daB sie zur Produktion der gewiinschten Stoffe in der Lage sind. Da diese Zellen bisher 
fast ausschlieBlich in zweidimensionalen Kulturen geziichtet werden, differenzieren diese Zellen 
sehr schnell. Dies hat zur Folge, daB die gewunschten Stoffe von der Zelle nicht sehr lange 
produziert werden und die Zellen ausgetauscht oder das Erbgut der Zellen erneut verandert 
30 werden muB. Der Einsatz der erfindungsgemaBen, dreidimensionalen Zelltragern zur 
Kultivierung bietet den Vorteil, daB der Phanotyp der eingesetzten Zellen weitgehend erhalten 



20 
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Schutz vor Infektionen wird das System durch eine auBere Verkapselung geschlossen. Der 
Blutkreislauf eines Patienten kann dann uber den nach auBen zugeftihrten Zu- und Ablauf 
abgeschlossen werden. Im Reaktor ubernehmen die Zellen dann die Funktion der Leber. Mit 
dieser Technik konnen auch andere kiinstliche Organe wie z. B. eine Niere aufgebaut werden. 



Humane Nierenzellen konnen heute bereits gut in Kultur gehalten werden. Bisher scheiterte der 
fiinktionelle Einsatz dieser Zellen im Bereich der Dialyse aber an der Nachbildung von 
Nephronen in Verbindung mit funktionell differenzierten Nierenzellen. Durch die Kombination 
von Mikrosystemtechnik und Zellkulturtechnik ist es moglich, solche funktionellen Einheiten 
10 der Niere nachzubilden. Hierfur sind allerdings zwei getrennte Kreislaufsysteme, ein System fur 
den Harn und ein System fur den Blutkreislauf, notig. Auch hier muB eine geeignete 
Verkapselung geschaffen werden. 

Weitere Einsatzgebiete fur die Verwendung der erfindungsgemaBen Zelltrager sind 
15 Langerhansche Inselzellen des Pankreas, deren Funktion bei Diabetikern eingeschrankt ist. 
Bringt man gesunde Zellen dieses Types auf ein Geriist von Zelltragern, kann kunstlich Insulin 
erzeugt werden. Die Zelltrager werden mit den Blutkreislauf des Patienten verbunden. Wie bei 
der Verwendung als Organersatz muB das System durch eine auBere Verkapselung geschlossen 
werden. 



Die Nachbildung von kunstlichen Gewebe und Gewebeersatz auf erfindungsgemaBen 
Zelltragern bietet bei der Toxizitatspnifung entscheidende Vorteile. Fur die Nachbildung der 
Haut ist eine Verkapselung nicht notwendig. In Nachahmung des anatomischen Vorbildes muB 
bei der Zuchtung von kunstlicher Haut die Blutversorgung zur Lederhaut hin immer mehr 

25 abnehmen. Technisch kann dies durch immer groBer werdende Abstande der Segmente in der 
Zellkultur erreicht werden. Da die kunstliche Vaskularisierung durch diese Bauweise in genau 
definierten Zellschichten liegen, kann dies auch fur Penetrationsversuche genutzt werden. Fur 
solche Untersuchungen muB die Versorgung der Elemente in der Zellkultur aber schichtweise 
vorgenommen werden, so daB nur in der gewiinschten Zellschicht Nahrmedium zur Analyse 

30 entnommen werden kann. 



5 



20 



WO 00/66712 



15 



PCT/EPOO/01913 



Patentansprtiche: 

1 . Zelltragersystem aus porosen Materialien, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daB das Zelltragersystem aus modular geformten Segmenten besteht, die ganz oder 

teilweise aus Halbschalen aufgebaut sind. 

2. Zelltragersystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 daB je zwei modular geformte Segmente durch Kombination der Halbschalen ein 

Kapillarsystem bilden. 

3. Zelltragersystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daB eine Halbschale eines modular geformten Segments durch Kombination mit einer 

semipermeablen Membrane ein Kapillarsystem bildet 

4. Zelltragersystem nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB die modular geformten Segmente Poren mit einem mittleren Durchmesser von 0,5 bis 

5 urn aufweisen. 

5. Zelltragersystem nach einem der Anspruche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daB die modular geformten Segmente Poren mit einem mittleren Abstand von 1 bis 1 0 |am 

aufweisen. 

6. Zelltragersystem nach einem der Anspruche 1 bis 5 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daB die modular geformten Segmente Abstandhalter mit einer Hohe von 20 bis 200 jam 

aufweisen. 
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Fig. 3 






Fig. 4 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (1A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 
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none 



none 



YES 
NO 
YES 
NO 
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NO 



Citations and explanations 

1. The present application relates to a cell carrier 
system for the three-dimensional culture of cells. 
The carrier system consists of individual modules 
which can be put together to produce a three- 
dimensional network-like or latticed carrier 
structure on which the cells can form organ-like 
three-dimensional structures. In so doing, the 
carrier structure forms a system of cavities 
(capillary system) through which the cell culture 

medium flows. The walls of the carrier system are 
porous so that the cells can be fed. 

2. The report makes reference to the following 
documents : 



Dl: US-A-5 510 254 (NAUGHTON B.A. ET AL . ) , 23 April 
1996 (1996-04-23), mentioned in the application. 
Dl describes a three-dimensional cell culture 
system in a three-dimensional sponge-like 
carrier system formed by a three-dimensional 
array of biocompatible non-living filaments and 
cells bridging the spaces between the 
filaments. The system as a whole is washed 
round by a medium, that is, it is flushed 
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through via the sponge-like capillary system 
(capillary network) , and enables a multi-layer 

tissue-like/organ-like growth of the cells 
(abstract; Claim 1; column 6, lines 51-54). A 

modular structure is not described. 

D2: WO-A-97/12960 (ACADEMISCH ZIEKENHUIS BIJ DE 
UNIVERSITEIT VAN AMSTERDAM) 10 April 1997 (1997-04- 
10) . 

D2 describes a cell culture system with a 
three-dimensional carrier system into which 
hollow fibres are introduced (e.g. abstract). 
The cell culture system enables the formation 
of tissue-like multi-layer aggregates (Figs. 
13-14). These three-dimensional carrier systems 
(modules) can be stacked one above the other in 
reactors to form larger three-dimensional 
objects and, due to the respective plates 
(half-shells) , capillary spaces (capillary 
network) are produced through which the medium 
feeding the cells can flow (Fig. 2, 4, 10, 12) . 

D3: US-A-5 658 797 (BADER A.), 19 August 1997 (1997- 
08-19) . 

D3 describes stacked "culture slides" (modules) 
with capillary spaces forming a capillary 
system (capillary network) between respective 
plates (half-shells) via which the cells are 
fed with medium (Figs. 1, 2, 4) and grow in 
organ-like structures (column 3, lines 12-40) . 

D4: US-A-5 605 835 (HU W. ET AL . ) , 25 February 1997 
(1997-02-25) . 
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D4 describes a three-dimensional cell culture 
system comprising modules consisting of a cell 
chamber in which cells grow in a biocompatible 
three-dimensional matrix, said matrix being 
separated by permeable membranes from media 
chambers (that is, made up of half-shells) 
forming a capillary system (capillary network) 
in which a cell culture medium flows. These 
segments made up of half-shells are stacked in 
bioreactors to form larger three-dimensional 
objects (abstract, Fig. 1, Fig. 5). 



application cannot be considered novel for the 
following, reasons (PCT Article 33(2)) : 

Although the specific embodiments of the present 
application (see Fig. 1-5) appear to be delimited 
over the available prior art cited above, and 
advantageous properties such as high flexibility, 
three-dimensional growth and good vascularisation 
are plausible, this is not reflected in the wording 
of the claims. 

The technical features such as "a cell carrier 
system comprising modularly shaped segments which 
are made up of half-shells, can be joined together 
to produce larger 3D objects, and form an artificial 
capillary network which enables substantially 
natural vascularisation" also characterise the prior 
art (D2-D4). Claims 1-3 and 8-9 in their present 
form therefore include the prior art. The prior art 
encompasses, in general terms, cell carrier systems 
made of porous (that is, with pores, permeable) 



3. 



The solution proposed in Claim 1 of the present 
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materials which enable three-dimensional growth of 
cells consisting of standardised units (modular 
segments) , wherein, by combining the elements, 
capillaries (capillary network) are formed via which 
the medium feeds ( vascularises ) the cells (see D2-D4 
under point 2 ) . 

In view of the current form of the independent 
claims, it does not appear appropriate to discuss 
the extent to which dependent Claims 4-7 might, on 
their own, substantiate novelty and inventive step, 
particularly since the advantageous properties of 
features such as pore size and distance between the 
modules only become clear within the overall 
concept. In themselves and/or in combination with 
the features of the bioreactors in D2-D4, these 
features hardly seem to make any contribution. 
Moreover, the specific distances between the pores 
and sizes also appear to be anticipated by the use 
of commercially available cell culture 
substrates/membranes . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



